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(57) Abstract 

The invention concerns a process for the production of a powdered pulmonary surfactant preparation containing a hydrophobic protein 
serving as a pulmonary surfactant characterized by the fact that an organic solution or suspension containing a hydrophobic protein serving 
as a pulmonary surfactant and possibly other components is subject to spray drying. Powder preparations are obtained that exhibit very 
good stability under storage, are easy to reconstitute and which are also suitable for administration by inhalation. 



(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zur Herstellung einer pulverformigen Lungensurfactant-Zubereitung enthaltend hydrophobe Lungensurfactant- 
Proteine beschrieben, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man eine organische LGsung oder Suspension enthaltend hydrophobe 
Lungensurfactant-Proteine und gewunschtenfalls weitere Bestandteile einer Spruhtrocknung unterwirft. Man erhalt sehr gut lagerstabile, 
einfach zu rekonstituierende Pulverzubereitungen, die sich auch zur inhalativen Verabreichung eignen. 
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Verfahren zur Herstellung von pulverformigen Lungensurfactant-Zubereitungen 

Technisches Gebiet 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von pulverfSrmigen Lungensurfactant- 
Zubereitungen. 

Stand der Technik 

Die Lunge aller Wirbeltiere enthSIt ein Substanzgemisch, das als "Lungensurfactant" bezeichnet wird. 
Es zeigt oberfiachenaktive Eigenschaften und setzt die OberflSchenspannung im Alveolarbereich der 
Lungen so weit herab, daS ein Kollaps der finalen Atemwegsbereiche bei der Ausatmung vermieden 
wird. Dieses Substanzgemisch reguliert die Oberfldchenspannung dynamisch, so daS der nach dem 
Laplaceschen Gesetz zu erwartende Kollaps der kleinen Alveolen zugunsten der gro&eren durch 
entsprechende Anpassung der OberflSchenspannung vermieden wird. Als Ergebnis entsteht so eine 
wohl ausbalancierte, histologisch und physiologisch stabile Struktur der Lunge. 

Lungensurfactant wird von den alveoiaren Pneumozyten vom Typ II in Form lamellarer Kflrperchen 
(lamellar bodies) sezerniert. Dieses sind kompakte Einheiten aus Phospholipid-Doppelschichten 
(bilayern) mit einem hohen Anteil an Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) und Phosphatidylglycerin 
(PG). Als weitere essentielle Komponenten sind im Lungensurfactant Proteine enthalten, die mit 
SP-A, SP-B und SP-C bezeichnet werden. SP-A ist ein hochmolekulares Glycoprotein, das bei der 
Regulation der Sekretion eine entscheidende Rolle spielt. 

Die hydrophoben Proteine SP-C und, in geringerem MaSe, SP-B Qbemehmen bei der Ausbildung 
des monomolekularen OberflSchenfilms (dem Surfactant im engeren Sinne) die Rolle 
"thermodynamischer Katalysatoren". Durch die Anwesenheit dieser Proteine wind die 
Spreitungskinetik enorm beschieunigt. Erst dadurch ist die verzOgerungsfreie Anpassung der Surfao 
tant-Zusammensetzung an die jeweiligen Oberfiachenspannungserfordernisse mdglich. Diese 
Eigenschaften spiegeln sich in dem extrem hydrophoben Charakter der Proteine, insbesondere des 
SP-C, wider. 

Bei fruhgeborenen Babys ist deren Lunge noch nicht Oder noch nicht in ausreichendem MaB in der 
Lage, Lungensurfactant zu produzieren, was zu einem lebensbedrohlichen Sauerstoffmangel fUhrt 
(Infant Respiratory Distress Syndrome, IRDS). IRDS stellt die Haupttodesursache bei 
Fruhgeborenen dar. 
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Seit vielen Jahren hat es sich bewShrt, IRDS durch Einbringen von Lungensurfactant-Zubereitungen 
in die Lungen der betroffenen Kinder zu behandeln. Aus Pilotstudien ist bekannt, daS auch bei ARDS 
(Adult Respiratory Distress Syndrom) einschlieSlich ALI (Acute Lung Injury) Lungensurfactant- 
Zubereitungen klinisch wirksam sind. 

Lungensurfactant-Zubereitungen kOnnen aus tierischen Lungen in einem aufwendigen Extraktions- 
und ZentrifugationsprozeB (Lungenlavage) gewonnen werden Oder aus einzelnen Komponenten 
zusammengestellt werden. 

Die WO 92/06703 beschreibt die Herstellung synthetischer Lungensurfactant-Zubereitungen durch 
Eindampfen einer Chloroform-LOsung enthaltend Phospholipide, wie Dipalmitoylphosphatidylcholin 
(DPPC) und Dioleylphosphatidylethanolamin (DOPE), und Cholesterol am Rotationsverdampfer zu 
einem dOnnen Film, der gewunschtenfalls zusammen mit geeigneten Proteinen in einem Puffer 
resuspendiert wird. 

Aus WO 91/00871 ist es bekannt, eine organische LGsung einer Lungensurfactant-Zubereitung, die 
ein gentechnologisch hergestelltes Lungensurfactant-Protein enthait, einzuengen, mit einem Puffer 
zu rehydratisieren und anschlieSend zu lyophilisieren. Das erhaltene Lyophilisat hat den Nachteil, 
daft es vor der Verabreichung 15 Minuten bei 37*C rehydratisiert werden muft, was vom Anwender 
als sehr umstSndlich und fehleranfailig empfunden wird. 

In der EP 0119056 wird ein Verfahren zur Herstellung einer Lungensurfactant-Zubereitung 
angegeben, bei dem alle Bestandteile in einem organischen LOsungsmittel gelttst werden, die 
erhaltene LGsung unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt wird, der erhaltene RQckstand in 
einem wSSrigen Medium bei erhGhter Temperatur Ober einen ISngeren Zeitraum resuspendiert wird 
und die erhaltene Suspension einer Gefriertrocknung unterworfen wird. Auch dieses Verfahren ist 
technisch sehr aufwendig. 

Die DE 3229179 offenbart ein Verfahren zur Herstellung einer proteinfreien Lungensurfactant- 
Zubereitung, bei dem die Bestandteile in Eisessig gelOst werden und die erhaltene LOsung gefrier- 
getrocknet wird. Nachteilig an diesem Verfahren ist die Verwendung von Eisessig, weil dies 
umfangreiche Sicherheitsma&nahmen erforderlich macht 

In der EP 0655237 wird vorgeschlagen, Arzneistoffzubereitungen, die in Form eines Suspensions- 
aerosols inhalativ verabretcht werden sollen, durch Sprtihtrocknung aus Ethanol/Wasser-Gemischen 
herzustelleo. Dieses Verfahren wird u. a. als geeignet beschrieben fur Zusammensetzungen, die 
hydrophile Proteine, wie z. B. Ecatibantacetat, Humaninsulin und Buserelinacetat, enthalten. 
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Beschreibuna der Erfindung 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird darin gesehen, ein Verfahren zur 
Herstellung von proteinhaltigen pulverfflrmigen Lungensurfactant-Zubereitungen enthaltend hydro- 
phobe Lungensurfactant-Proteine anzugeben, das technisch mflglichst wenig aufwendig ist und zu 
einem vorteilhaft anzuwendenden lagerstabilen Produkt fuhrt. 

Es wurde nun uberraschenderweise festgestellt, dafi diese Aufgabe dadurch gel6st werden kann, daS 
man eine organische LGsung Oder Suspension enthaltend hydrophobe Lungensurfactant-Proteine 
und gewunschtenfalls weitere Bestandteiie einer Spruhtrocknung unterwirft. 

Man erhSIt nach diesem Verfahren ein Produkt, das lange Zeit Jagerstabil ist und sich ohne beson- 
deren Aufwand vor der Anwendung resuspendieren IS&t. Ais besonderer Vorteil des erhaltenen 
Pulvers ist seine geringe Teilchengrofce (1 bis 5 pm) hervorzuheben t die eine inhalative Verabrei- 
chung erlaubt. Dieser Aspekt ist von besonderer Bedeutung bei der Verwendung von Lungensur- 
factant-Zubereitungen als Schlepper fur uber die Lunge applizierbarer Arzneistoffe. 

Es ist sehr erstaunlich und bisher nicht erklSrbar, wieso die zum Teil sehr temperaturempfindlichen 
Bestandteiie von Lungensurfactants die Bedingungen des Sprtihtrocknungsprozesses tiberstehen. So 
ist z. B. bekannt, daS das Lungensurfactant-Protein SP-C oberhalb von -20°C sehr rasch aggregiert 
und damit inaktiviert wird. Den erfindungsgemSBen SpriihtrocknungsprozeG dagegen Obersteht 
dieses Protein ohne merkliche Zersetzung und liegt dann als lockeres Pulver vor, das bei Raum- 
temperatur lagerfShig ist. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren, das dadurch gekennzeichnet ist, dafc man eine 
organische Lflsung Oder Suspension enthaltend hydrophobe Lungensurfactant-Proteine und 
gewunschtenfalls weitere Bestandteiie einer Sprtihtrocknung unterwirft. 

Weitere Gegenstande ergeben sich aus den Patentanspriichen. 

Als hydrophobe Lungensurfactant-Proteine kommen gleicherma&en solche naturlichen Ursprungs als 
auch synthetisch, einschliefclich gentechnologisch, hergestellte Proteine, insbesondere SP-B und 
SP-C, sowie deren Mischungen in Frage. Unter synthetischen Proteinen sollen auch solche Proteine 
verstanden werden, deren AminosSuresequenz von der AminosSuresequenz naturlich vorkommen- 
der Lungensurfactant-Proteine mehr Oder weniger stark abweicht, einschlie&lich solcher synthetische 
Proteine, die eine vollkommen eigenstSndig im Hinblick auf ihre Lungensurfactant-Eigenschaft 
konzipierte AminosSuresequenz aufweisen, wie sie beispielsweise in EP 0593094 und EP 92/22315 
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beschrieben sind. Diese Proteine kfcnnen durch bekannte Verfahren isoliert, synthetisiert und auf- 
gereinigt sein. 

Als Lflsungsmittel zur Herstellung einer organischen Lflsung oder Suspension eignen sich erfmdungs- 
gemaR Alkohole, wie Methanol, Ethanol, 1-Propanol, 2-PropanoI, Butanole, Chlorkohlenwasserstoffe, 
wie Dichlormethan, Chloroform etc., Aceton, Ether, Kohlenwasserstoffe, Benzol, Toluol und deren 
Gemische, wobei auch Wasser enthalten sein kann, soweit eine Mischbarkeit mit Wasser gegeben 
ist. Der maximale Wassergehalt betrSgt 25 Gew.-%. Bevorzugt 1st ein Wassergehalt von 5 bis 
15 Gew.-%. Dem Fachmann ist es ein leichtes, aufgrund seiner Fachkenntnisse auf dem Gebiet der 
Spriihtrocknung und ndtigenfalls durch Qbliche Versuche die fUr die zu trocknenden Surfactant- 
gemische am besten geeigneten Lflsungsmittel bzw. LGsungsmittelgemische auszuwShlen. 

Als weitere Bestandteile enthalten die Lungensurfactant-Zubereitungen die Oblichen Stoffe, wie ins- 
besondere Phospholipide, CarbonsMuren und Puffersubstanzen. 

Vor Beginn der Spriihtrocknung kann die Ltisung durch ein Sterilfilter filtriert wenden. Die Spriih- 
trocknung erfolgt auf an sich bekannte Weise. Eine ausfuhrliche Darstellung dieser Technik findet 
sich bei K. Masters, Spray Drying Handbook, 5th Ed. 1991, und J. Broadhead, S. K. Edmond Ronan, 
C. T. Rhodes, The Spray Drying of Pharmaceuticals, Drug Dev. Ind. Pharm. 18, 1169 (1992). Das 
Prinzip der Spriihtrocknung besteht darin, eine Ltfsung oder Suspension des zu trocknenden Pro- 
dukts in feine Trflpfchen zu zerteilen und mit einem heifcen Gasstrom zu trocknen. Der nach Ver- 
dampfen des Lflsungsmittels zurtickbleibende Feststoffanteil wird aus dem Gasstrom mitteis eines 
Zyklons und/oder durch eine Filtereinheit abgetrennt und gesammelt. 

Erfindungsgemas hat es sich als zweckma&ig erwiesen, als LOsungsmittel Alkohole und Chlor- 
kohlenwasserstoffe, insbesondere Methanol, Ethanol, 2-Propanol und Chloroform und deren Ge- 
mische, gegebenenfalls mit einem geringen Wasserzusatz (bis maximal 25 Gew.-%), zu verwenden. 
Als Trocknungsgase kommen insbesondere Luft und Stickstoff in Frage. 

Als Gaseintrittstemperatur sind 60 bis 200°C, vorzugsweise 90 bis 150°C zweckma&ig. Die Gas- 
austrittstemperatur wird durch entsprechende Steuerung der Spruhleistung und/oder der Gasmenge 
auf 40 bis 80°C, vorzugsweise 50 bis 70°C gehalten. 
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Beispiel 1 

7,0 g 1 ,2-Dipalmitoyl-3-sn-phosphatidylcholin, 2,5 g 1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-sn-phosphatidylglycerol- 
natrium, 205 mg Calciumchloriddihydrat und 250 mg Patmitinsaure werden unter ErwSrmen auf 60°C in 
300 mi Ethanol/Wasser (85:15) gelOst, auf Raumtemperatur abgekuhlt und mit 350 ml einer LGsung von 
SP-C in Chioroform/Methanol 9:1 (c = 429 mg/l) gemischt. Die resultierende Ltfsung wird in einem 
Laborspriihtrockner Buchi B 191 sprtihgetrocknet. Spruhbedingungen: Trocknungsgas Luft, Eintrittstempe- 
ratur 90°C, Austrittstemperatur 52 - 54°C. Man erhait ein lockeres Pulver. 

Beispiel 2 

Eine LOsung von aus Rinderlungen gewonnenem Surfactant (erhalten durch Extraktion und Reinigungs- 
schritte, wie z. B. beschrieben in EP 406732) in Chioroform/Methanol wird unter folgenden Bedingungen 
sprtihgetrocknet: Laborspriihtrockner Biichi B 191, Trocknungsgas Stickstoff, Eintrittstemperatur 80°C, 
Austrittstemperatur 50 - 52°C. Man erhSIt ein feines, gelbliches Pulver. 

Beispiel 3 

10,95 g 1 ,2-Dipalmitoyl-3-sn-phosphatidylcholin, 4,6 g 1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-sn-phosphatidylgiycerol- 
ammonium, 418 mg Calciumchloriddihydrat und 750 mg PalmitinsSure werden in 330 m! 2-Propa- 
no!/Wasser (85:15) bei 50°C gelSst und nach dem Abkuhlen auf 30°C mit 620 ml einer LOsung von SP-C 
in Isopropanol/Wasser (95 : 5, c = 484 mg/l) gemischt. Die resultierende LGsung wird in einem Labor- 
spruhtrockner BUchi B 191 sprtihgetrocknet. Spruhbedingungen: Trocknungsgas Stickstoff t Eintrittstempe- 
ratur 100°C, Austrittstemperatur 58 - 60°C. Man erhait ein farbloses Pulver. 

Beispiel 4 

3,74 g (5,1 mmol) 1,2-Dipalmitoyl-3-sn-phosphatidy!cholin, 2,81 g (3,7 mmol) 1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-sn- 
phosphatidylcholin, 2,90 g (3,9 mmol) 1,2-Dipalmitoylphosphatidyl-3-sn-phosphatidylglycerol-natrium, 
234 mg PalmitinsSure und 279 mg (1,9 mmol) Calciumchloriddihydrat werden in 160 ml 2-Propa- 
nol/Wasser (85 : 15) bei 50°C geifist und nach dem AbkOhlen auf 30°C mit 566 ml einer LCsung von 
SP-C in Isopropanol/Wasser (92 : 8, c = 330 mg/l) bei 30°C gemischt. Die resultierende LGsung wirtl in 
einem Laborspriihtrockner Buchi B191 sprtihgetrocknet. Spruhbedingungen: Trocknungsgas Stickstoff, 
Eintrittstemperatur 90°C, Austrittstemperatur 58 - 60°C. Man erhait ein farbloses Pulver. 
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0,5 g RLLLLRLLLLRLLLLRLLLLR (R = Arg, L = Leu) t 7,125 g 1 f 2-Dipa!mitoyl-3-sn-phosphatidylcholin und 
2,43 g 1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-sn-phosphatidyl-glycerol-ammonium werden in 500 ml Chloroform/Methanol 
1 : 1 unter ErwSrmen auf 45°C gelflst und anschlieSend in einem Laborspriihtrockner BUchi B 191 spriih- 
getrocknet. Spruhbedingungen: Trocknungsgas Stickstoff, Eintrittstemperatur 85°C, Austrittstemperatur 
55°C. Man erhait ein farbloses Pulver. 
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1. Verfahren zur Herstellung einer pulverformigen Lungensurfactant-Zubereitung enthaltend hydro- 
phobe Lungensurfactant-Proteine, dadurch gekennzeichnet, daB man eine organische Lttsung oder 
Suspension enthaltend hydrophobe Lungensurfactant-Proteine und gewiinschtenfalls weitere Be- 
standteile einer SprQhtrocknung unterwirft. 

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als hydrophobe Lungensurfactant- 
Proteine SP-C und oder SP-B in der organischen Losung oder Suspension vorliegen. 

3. Verfahren nach Patentanspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB SP-C in der organischen LOsung 
oder Suspension vorliegt 

4. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die organische LBsung oder 
Suspension 5 bis 15 Gew.-% Wasser enthalt. 

5. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als weitere Bestandteile Phos- 
pholipide enthalten sind. 

6. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die SprQhtrocknung in einem er- 
warmten Gas durchgefOhrt wird. 

7. Verfahren nach Patentanspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB als Gas Luft oder Stickstoff ver- 
wendet werden. 

8. Verfahren nach Patentanspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Gas eine Eintrittstemperatur 
von 60 bis 200°C und eine Austrittstemperatur von 40 bis 80"C aufweist. 

9. Verfahren nach Patentanspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Gas eine Eintrittstemperatur 
von 90 bis 150*C und eine Austrittstemperatur von 50 bis 70°C aufweist. 

10. PulverfOrmige Lungensurfactant-Zubereitungen gewonnen nach Verfahren nach den Patentan- 
sprtichen 1 bis 9. 
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